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　　[摘要]　目的:检测EB病毒(EBV)感染所致成人传染性单核细胞增多症(IM)患者外周血淋巴细胞亚群和

血浆EBVDNA载量,分析EBV载量与淋巴细胞亚群的相关性。方法:收集2016至2021年确诊的成人IM 患者

318例作为IM 组,选择同期体检的健康成人31例作为对照组。采用多参数流式细胞术检测外周血各淋巴细胞

亚群占总淋巴细胞百分比,实时荧光定量PCR测量血浆中的EBVDNA载量。结果:IM 组CD8+CD3+ (53.39±
8.02)%和CD8弱阳性CD3+ (12.17±8.52)%比例明显增高,与对照组比较差异有统计学意义(P<0.001);

CD4+CD3+ (30.7±9.83)%和 CD4+/CD8+ (0.60±0.25)明显降低,与对照组比较差异有统计学意义(P<
0.05);IM 组CD3+ 、CD16+CD56+CD3- 比例和对照组比较差异均无统计学意义(P>0.05);IM 组EBVDNA载

量与CD8+CD3+ 和CD8弱阳性CD3+ 比例呈正相关(P<0.05),与CD3+ 、CD4+CD3+ 、CD16+CD56+CD3- 比例

无相关性(P>0.05)。结论:成人IM 患者外周血 CD8+T淋巴细胞和 CD8弱阳性 T淋巴细胞显著增多,EBV
DNA载量与CD8+T淋巴细胞和 CD8弱阳性 T 淋巴细胞呈正相关,综合淋巴细胞亚群检测结果与血浆 EBV
DNA载量有助于疾病的诊断。
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Abstract　Objective:TodetecttheperipheralbloodlymphocytesubsetsandplasmaEBVDNAloadinadult
infectiousmononucleosispatientsinfectedbyEBVvirus,andanalyzethecorrelationbetweenEBvirusloadand
lymphocytesubsets.Methods:Atotalof318adultinfectiousmononucleosispatientsdiagnosedinourhospital
from2016to2021werecollectedastheexperimentalgroup(IMgroup),and31healthyadultswhounderwent
physicalexaminationduringthesameperiodwereselectedasthecontrolgroup.Multi-parameterflowcytometry
wasusedtodetectthepercentageoflymphocytesubsetsinperipheralbloodtototallymphocytes,andreal-time
fluorescencequantitativePCRwasusedtomeasureEBVDNAloadinplasma.Results:TheproportionofCD8+

CD3+ (53.39±8.02)% andCD8weaklypositiveCD3+ (12.17±8.52)%inIMgroupweresignificantlyhigher
thanthoseincontrolgroup(P<0.001).CD4+CD3+ (30.7±9.83)%andCD4+/CD8+ (0.60±0.25)weresignif-
icantlylowerthanthoseinthecontrolgroup(P<0.05).TherewasnosignificantdifferenceintheratioofIM
CD3+ ,CD16+CD56+CD3- betweenIMgroupandcontrolgroup.InIMgroup,EBVDNAloadwaspositively
correlatedwiththeproportionofCD8+CD3+ andCD8weaklypositiveCD3+ (P<0.05),butnotcorrelatedwith
theproportionofCD3+ ,CD4+CD3+andCD16+CD56+CD3- (P>0.05).Conclusion:CD8+Tlymphocytesand
CD8weaklypositiveTlymphocytesinperipheralbloodofadultIMpatientssignificantlyincreased,andEBVDNA
loadwaspositivelycorrelatedwiththeproportionofCD8+ TlymphocytesandCD8weaklypositiveTlympho-
cytes.ComprehensivedetectionresultsoflymphocytesubsetsandplasmaEBVDNAloadmaybehelpfulfordiag-
nosisofthedisease.
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　　传染性单核细胞增多症(infectiousmononu-
cleosis,IM)是一种单核巨噬细胞系统急性增生性

传染病,主要表现为咽峡炎、发热和颈部淋巴结肿

大[1]。本病呈散发性,可在人群中广泛引起流行传

播,其致病原多为 EB 病毒 (Epstein-Barrvirus,
EBV),IM 是EBV 感染所致的非肿瘤性疾病的主

要代表[2]。目前的研究还不能明确IM 的发病机

制,大多数患者可表现为特异性CD8+ 细胞毒性 T
细胞的增殖、活化,引起细胞免疫过度激活,免疫功

能紊乱[3-4]。以往关于EBV 感染与IM 的研究,多
集中报道分析儿童患者[5-6],但是成年人亦属于

EBV的易感人群,成人感染 EBV 后导致的IM 报

道较少。本研究采用多参数流式细胞术检测成人

IM 患者的外周血淋巴细胞免疫表型,同时测量患

者血浆EBVDNA载量,并将病毒载量与淋巴细胞

亚群做相关性分析。
1　资料与方法

1.1　对象

收集我院2016至2021年确诊的成人IM 患者

318例作为IM 组。其中男185例,女133例;年龄

18~50岁,中位年龄21.5岁。纳入标准:①临床

病历和实验室检查资料完整;②年龄≥18岁;③以

急性发热、咽峡炎、淋巴结肿大、肝脾大等为主要临

床表 现,均 根 据 《传 染 病 学》(9 版 )明 确 诊

断;④EBVDNA 检 测 阳 性 的 患 者。 排 除 标

准:①临床病历不完整或实验室检查缺项目者;②
年龄<18岁;③合并慢性感染性或肿瘤等疾病;④
近期有其他病毒感染;⑤临床表现典型,但EBV衣

壳抗体IgG和核心抗体IgG阳性,且EBVDNA阴

性的患者。另选取同期在我院进行体检的31例

EBV阴性健康成年人作为对照组。其中男18例,
女13例;年龄18~52岁,中位年龄32.3岁。本研

究经医院医学伦理学委员会批准(编号:简医伦理

2019041),受试者知情同意。
1.2　主要试剂和仪器

EBV核酸定量检测试剂盒(湖南圣湘生物科

技有限公司)、淋巴细胞亚群检测试剂(美国贝克曼

库尔特公司);DxFLEX流式细胞仪(美国贝克曼库

尔特公司)、ABI7500实时荧光定量 PCR 仪(美国

ThermoScientific公司)。
1.3　方法

1.3.1　淋巴细胞亚群检测　采集IM 组与对照组

清晨外周血2mL于EDTA-K2 抗凝管中保存,6h
内完成检测。取2支试管编为1、2号管,1号管加

入 CD8-FITC、CD4-PE、CD3-ECD、CD45-PC5
抗体各10μL;2号管加入 CD3-FITC、CD16+56-

PE、CD19-ECD、CD45-PC7抗体各10μL。2支

试管再分别加入待测样本50μL,涡旋混匀,室温

避光15min后,加入500μL贝克曼溶血素混匀,
再次避光放置15min,2h内上机测试。
1.3.2　EBVDNA载量检测　采集IM 组与对照

组清晨外周血2mL于EDTA-K2 抗凝管中,4℃保

存。24h内完成样本 DNA 提取。采用 ABI7500
实时荧光定量 PCR仪检测(湖南圣湘生物科技有

限公司)EBV DNA 载量,严格按照试剂和仪器说

明书进行操作。
1.3　统计学分析

采用SPSS19.0软件进行数据分析,计量资料

以■X±S 表示,组间比较采用独立样本t检验,样
本间相关性分析采用 Pearson相关性分析。P<
0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　IM 组与对照组淋巴细胞亚群分析

成人IM 患者 CD8+CD3+T 淋巴细胞和 CD8
弱阳性CD3+T淋巴细胞比例显著升高,与对照组

比较差异有统计学意义(P<0.001)。IM 组CD4+

CD3+T淋巴细胞比例、CD4+/CD8+ 比值降低,与
对照组比较差异有统计学意义(P<0.05)。IM 组

和对照组总 T淋巴细胞(CD3+ )、NK细胞(CD16+

CD56+CD3- )比例比较差异无统计学意义(P>
0.05),见表1和图1。

1例健康成人淋巴细胞亚群流式散点图见图

2。1例成人IM 患者淋巴细胞亚群流式细胞散点

图见图3,CD8+ T 淋巴细胞比例增加,且出现了

CD8弱阳性 T淋巴细胞。

表1　IM组与对照组淋巴细胞亚群比较分析 ■X±S

组别 CD3+/% CD4+CD3+/% CD8+CD3+/%
CD8弱阳性

CD3+/%
CD16+CD56+

CD3-/%
CD4+/CD8+

IM 组 72.66±13.58 30.7±9.83 53.39±8.02 12.17±8.52 18.21±10.98 0.60±0.25
对照组 68.13±6.43 34.67±4.30 27.36±4.81 6.58±4.66 15.79±4.70 1.30±0.23
t 1.83 -2.22 17.75 3.60 1.22 -14.87
P 0.07 0.03 <0.001 <0.001 0.230 <0.001
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∗ :P<0.05,∗∗ :P<0.01,∗∗∗∗ :P<0.00001,ns:差异无统计学意义。
图1　IM组、对照组淋巴细胞亚群检测结果

P1:淋巴细胞,P2:CD8+CD3+T淋巴细胞,P3:CD4+CD3+T淋巴细胞,未见CD8弱阳性CD3+T淋巴细胞。
图2　1例健康成人淋巴细胞亚群流式散点图

P1:淋巴细胞,P2:CD8+CD3+T淋巴细胞,P3:CD8弱阳性CD3+T淋巴细胞,P4:CD4+CD3+T淋巴细胞。
图3　1例成人IM患者淋巴细胞亚群流式散点图

2.2　IM 组EBVDNA 载量与淋巴细胞亚群的相

关性分析

IM 组 患 者 血 浆 EBV DNA 载 量 与 CD8+

CD3+ 和CD8弱阳性CD3+ 淋巴细胞比例呈正相关

(P <0.05),而 与 CD3+ 、CD4+ CD3+ 、CD16+

CD56+CD3- 淋巴细胞比例无相关性(P>0.05),
见表2。将 EBV DNA 载量取对数处理后,利用

GraphPad软件分析EBVDNA载量与淋巴细胞亚

群相关系,结果见表2,图4。

表2　IM组患者EBVDNA载量与淋巴细胞亚群比例

相关性分析

比值
CD3+

/%

CD4+

CD3+

/%

CD8+

CD3+

/%

CD8弱阳

性CD3+

/%

CD16+

CD56+

CD3-/%

R 0.043 0.029 0.161 0.378 -0.012
P 0.446 0.606 0.004 <0.001 0.832
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图4　IM组患者EBVDNA载量与淋巴细胞亚群相关性分析

3　讨论

EBV是目前最为常见的感染性病毒,人类普

遍易感,主要经口腔传播,儿童感染后大多症状轻

微,而青少年和年轻成人感染后可表现为IM。IM
患者临床表现多样、症状不典型、病变常累及多个

系统,容易被误诊为上呼吸道感染、淋巴瘤、化脓性

扁桃体炎等疾病[7]。虽大多数IM 患者预后良好,
但是持续的EBV感染,会造成鼻咽癌、NK/T细胞

淋巴瘤以及伯基特淋巴瘤等恶性肿瘤的发病率显

著增加[8]。目前EBV感染人体后免疫反应机制尚

不清楚,同时也无针对IM 或其他 EBV 相关疾病

的疫苗或有效治疗方法。
本研究发现成人IM 患者外周血 CD8+CD3+

T淋巴细胞比例显著高于对照组,而CD4+CD3+T
淋巴细胞比例低于对照组,这与国内外报道一

致[1、4]。在EBV感染初期主要入侵淋巴结中的纯

真B淋巴细胞,将其转化为活化的淋巴增殖母细

胞,同时由于 EBV 抗原的驱动作用,会促使人体

CD8+T淋巴细胞的寡克隆扩增。大量的 CD8+T
淋巴细胞作用于被 EBV 感染的B淋巴细胞,促使

病毒的清除[9]。也有研究报道 CD8+T 淋巴细胞

上调PD-1+ 、Tim-3+ 和KLRG1+ 蛋白的表达,通过

分泌细胞因子和自身细胞毒性的作用对这种普遍

存在的人类肿瘤病毒进行有效的免疫抑制[8]。在

EBV 感染的中后期,CD8+ T 淋巴细胞比例随着

IM 患者血浆 EBV 载量的降低而下降[10]。谢静

等[11]对于成人IM 患者EBV感染后淋巴细胞亚群

分析提示 CD8+T 淋巴细胞是以激活的处于分化

晚期的效应 T 细胞为主,这部分细胞高表达细胞

活化的标志 CD38 和 HLA-DR。在临床试验中

CD4/CD8比例常用于辅助诊断感染原因及评估患

者的细胞免疫状态。本研究中IM 患者 CD4/CD8
比例显著低于正常对照组,说明IM 患者存在明显

的免疫功能紊乱。
笔者在工作中发现IM 患者外周血中会出现

一群 CD8弱阳性 CD3+T 淋巴细胞,这部分细胞

CD8的表达强度介于强表达和不表达(图3),P3
门内的细胞。本研究发现成人IM 患者 CD8弱阳

性 T淋巴细胞比例显著高于对照组,CD8弱阳性

T淋巴细胞占总淋巴细胞的比例与IM 患者血浆

EBVDNA载量呈正相关。这与 Chen等[12]报道

一致。关于CD8弱阳性 T 淋巴细胞的来源,有研

究通过膜联蛋白 V和荧光染料PI(碘化丙啶)染色

EBV感染患者淋巴细胞亚群,显示大部分的 CD8
弱阳性CD3+T淋巴细胞表达膜联蛋白V和PI,而
大部分的CD4+CD3+T淋巴细胞和 CD8+CD3+T
淋巴细胞不表达膜联蛋白 V和PI[13-14]。这也证实

了CD8弱阳性CD3+T淋巴细胞处于细胞凋亡的

晚期。天冬半胱氨酸蛋白酶-8(Caspase-8)作为真

核细胞凋亡相关因子下游的启动子,活化后能激活

Caspase级联反应,导致细胞凋亡。机体感染EBV
后,上调Caspase-8蛋白的表达,活化Caspase家族

的其他蛋白酶,引发活化级联放大效应,从而促使

细胞的凋亡,造成CD8弱阳性CD3+T淋巴细胞比

例增加。血浆中EBVDNA仅在活动性EBV感染

时呈阳性,在恢复期和潜伏期均呈阴性,且健康成

人血浆中很难检测到 EBVDNA,因此 EBVDNA
可作为诊断IM 的指标[15]。

综上所述,成人IM 患者外周血中CD8+CD3+
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T淋巴细胞和CD8弱阳性 CD3+T 淋巴细胞比例

显著增高,CD8+CD3+T 淋巴细胞和 CD8弱阳性

CD3+T 淋巴细胞比例与 EBV DNA 载量呈正相

关,结合淋巴细胞亚群检测结果和EBVDNA载量

可以用于IM 的辅助诊断。遗憾的是本研究未能

将调节性 T 淋巴细胞和细胞因子纳入分析范围。
此2种成分在EBV感染后的免疫机制中发挥着重

要的作用[16],后续的研究可以综合淋巴细胞亚群

和细胞因子检测结果分析 EBV 感染后 T 淋巴细

胞的凋亡过程。
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